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摘要 
目的：验证载脂蛋白 A-I（apolipoprotein A-I，apoA-I）模拟肽 D-4 能够拮抗
造影剂（contrast media，CM）引起的血管内皮细胞（vascular endothelial cells，
VECs）功能紊乱，并进一步探讨 apoA-I 模拟肽 D-4F 发挥血管内皮保护作用的
机制。 
方法：分离与培养原代人脐静脉内皮细胞（human umbilical veine endothelial 
cells, HUVECs）；利用 Transwell 小室和划痕实验评估内皮细胞迁移能力；利用
管形成实验评估内皮细胞的成管能力；利用活性氧探针，即双氢乙酰乙酸一二氯
荧光黄（dihydrochloride acetyl acid dichloride fluorescent yellow，DCFH-DA）测
定内皮细胞中活性氧簇（reactive oxygen species，ROS）的释放；利用 Western 
blotting 检测血红素加氧酶-1（hemeoxygenase-1，HO-1）和超氧化物歧化酶
（superoxide dismutase，SOD）、腺苷酸活化蛋白激酶（AMP-activated protein 
kinase，AMPK）等蛋白的表达。 
结果：D-4F 在体外能够促进 HUVECs 的迁移和新生血管形成；D-4F 能够有
效抑制 CM 诱导的 HUVECs 的凋亡；D-4F 能够有效拮抗 CM 诱导的单核细胞
（human acute monocytic leukemia cell line，THP-1）黏附及 HUVECs 中 ROS 的
释放；D-4F 能够以时间、剂量依赖的方式上调 HUVECs 中抗氧化蛋白 HO-1 和
SOD 的表达；D-4F 通过诱导 AMPK 蛋白磷酸化激活，进而上调 HO-1 蛋白的表
达。 
结论:载脂蛋白 A-I 模拟肽 D-4F 能够抑制造影剂诱导的 ROS 释放，从而拮
抗造影剂诱导的 HUVECs 凋亡和炎症反应。D-4F 可以通过诱导 AMPK 蛋白磷酸
化途径上调抗氧化蛋白 HO-1 的表达；此外，D-4F 可以促进 HUVECs 中 SOD 的
表达，这些可能与 D-4F 拮抗造影剂诱导的血管内皮功能紊乱密切相关。 
关键词：内皮细胞，载脂蛋白 A-I 模拟肽，造影剂，活性氧，凋亡，炎症。 
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Abstract 
Objective: The purpose of the present study is to investigate whether 
apolipoprotein A-I(apoA-I) mimic peptide D-4F could prevent contrast media-induced 
vascular endothelial cell dysfunctions and the related mechanism. 
Methods: HUVECs were isolated and cultured on the standard conditions. Cell 
migration was determined with the transwell chamber and scratch-wound assay. 
Angiogenesis was determined with the tube formation assay. Intracellular reactive 
oxygen species (ROS) production was assessed by ROS-mediated DCF fluorescence. 
Superoxide dismutase (SOD), hemeoxygenase-1 (HO-1) and AMPK expression were 
measured by western blotting. 
Results: D-4F promoted the migration and tube formation of HUVECs. D-4F 
preventedcontrast-induced apoptosis of HUVECs. D-4F remarkably inhibited ROS 
production and monocyte adhesion triggered by contrast media in HUVECs. D-4F 
promoted HO-1 and SOD expression in a dose and time dependent manner.D-4F 
up-regulated HO-1 expression through AMPK pathway.  
Conclusion: Apolipoprotein A-I mimetic peptide D-4F inhibited ROS production 
triggered by contrast media, and prevented the apoptosis and inflammation of 
HUVECs. D-4F promoted HO-1 expression through AMPK pathway, and could also 
upregulate the expression of SOD. In summary, D-4F protected endothelial cell from 
apoptosis and inflammation induced by contrast media, which might make D-4F to be 
a potient agent in improving contrast media-triggered endothelial injury. 
Keywords: endothelial cell, apolipoprotein A-I mimetic peptide, contrast media, 
ROS,apoptosis, inflammation. 
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1 
第一章前言 
冠心病（ASCVD）发病率逐年升高，严重危害人类健康，其主要的病理基
础是动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS），目前人们仍未能解决动脉粥样硬化及
冠心病的发病和进展问题[1]。 
1.冠心病发生的病理生理机制 
AS 的发生是一系列慢性复杂的病变过程，其主要包括血管内皮损伤、胆固
醇沉集、单核细胞和淋巴细胞粘附并侵入内皮转变为泡沫细胞、脂纹的形成、平
滑肌细胞迁移至内膜增生并形成纤维斑块，逐步演变为动脉粥样斑块、斑块破裂
引起急性心脑血管事件的发生等[2]。关于 AS 形成的机制有多种学说，目前人们
比较公认的有脂质代谢紊乱和炎症反应学说，近年来，人们对于氧化应激在 AS
发生过程中的重要作用比较重视。氧化应激是指机体在遇到有害刺激后，其体内
的 ROS 产生升高，超过机体的清除能力，从而对机体或组织产生伤害作用[3]。
正常情况下，机体内的氧化与还原系统处于动态的平衡当中，机体维持少量 ROS
的产生，进行信号传导、发挥生理功能[4]。当机体遭遇伤害刺激后，体内 ROS
产生急剧升高，而体内的抗氧化蛋白如超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，
SOD）、过氧化氧酶（Catalase，CAT）等的活性则降低，ROS 的清除发生障碍，
继而导致 DNA 损伤，引起机体功能障碍[5, 6]。研究发现，氧化应激参与了 ASCVD
发生发展中脂质氧化、内皮细胞凋亡及黏附分子表达、平滑肌细胞增殖及迁移、
动脉斑块破裂等一系列众多过程[7, 8]。各种原因引起的血管内皮的损伤是 AS 发
生的初始环节，血管内皮细胞不仅是血管内侧的结构性屏障，同时具有复杂、活
跃的内分泌功能，可合成和释放多种血管活性因子，如一氧化氮（NO）、前列腺
素和内皮素等，参与凝血、纤维蛋白溶解、炎症反应、血压调节和血管新生等多
种病理和生理过程，在维持血管功能和抗动脉粥样硬化中发挥重要作用[9]。内皮
功能紊乱是动脉粥样硬化性心血管疾病的独立预测因子，各类危险因素（如高血
压、高血糖、高胆固醇血症等）均可引起内皮细胞产生氧化应激，导致其功能紊
乱，诱发内皮细胞凋亡以及黏附分子表达，从而引发动脉粥样硬化的发病和进展，
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因此改善内皮细胞功能则成为预防和治疗动脉粥样硬化的潜在靶点[10]。 
2.临床冠心病诊疗过程中造影剂广泛应用带来的危害 
经皮冠状动脉造影和介入治疗（percutaneous coronary intervention，PCI）已
成为目前诊断冠心病的金标准和治疗冠心病的有效措施，随着临床介入技术得到
广泛和深入的开展，造影剂的使用范围和用量越来越多，随之而引起的造影剂肾
病（contrast induced nephropathy，CIN）的发病率也越来越高，目前已是需要住
院治疗的急性肾功能衰竭的第 3 大病因[11]。造影剂的主要成分为含碘制剂，均具
有相同的官能团-三碘苯环，在体内不断循环，不能被机体代谢，最终全部通过
肾脏排出体外[12]。依据三碘苯环的结构是单体还是二聚体，可以将造影剂分成 4
类，分别是离子型单体和二聚体、非离子型单体和二聚体。每种造影剂的成分不
同，由其溶质分数决定的渗透压亦不相同。溶质分子结合成二聚体可以降低其渗
透压[13]。临床上使用的造影剂均为水溶性，依据其相对血浆渗透压的大小可将
造影剂种类分为高渗性、低渗性和等渗性三种，目前临床上高渗性造影剂已逐渐
被低渗性和等渗性造影剂取代[14]。研究发现，对于肾功能不全的患者，低渗性
和等渗性造影剂相比高渗性造影剂而言，其引起造影剂肾病的风险更低[15]。关
于造影剂肾病的发病机制尚未明确，有研究发现高渗性造影剂能引起肾小管和肾
小球细胞发生氧化应激，产生 ROS，引起细胞毒性，导致其细胞凋亡[16]。造影
剂在肾脏的集聚可以引起补体的级联反应，产生大量的细胞和炎症因子，对局部
肾脏组织造成伤害作用[17]。同时还发现造影剂可以引起体内血管内皮素水平明
显升高，这可能也与造影剂肾病的发病过程相关[18]。 
随着 PCI 技术的应用和发展，冠心病导致的急性心肌梗死的抢救成功率越来
越高，但也发现严重的术后急性或亚急性血栓形成的问题，成为 PCI 术后主要的
致死原因，逐渐引起人们认识和关注[19]。支架内急性、亚急性血栓一般发生于
术后 4h-2 周内，发生率为 0.5%-4%，病死率 20%-25%[20, 21]。其发生机制与多种
因素有关，包括冠脉病变状况、支架材料及手术操作因素、缺血再灌注激活损伤
及血小板激活等[22, 23]。其中内皮细胞扮演重要角色，支架植入时损伤内皮细胞、
挤破粥样斑块，导致内皮下促凝结构暴露，可以引起血小板激活[24]。大部分心
肌梗死患者同时存在多个“易损”斑块，而体内炎症反应广泛存在，当内皮细胞发
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生氧化应激，释放黏附分子，引起单核细胞黏附聚集，加剧动脉血管壁急性炎症，
而动脉粥样斑块中的炎性细胞越多，其越不稳定，同时单核细胞活化后通过协同
作用分泌相关炎性介质及蛋白酶，促进粥样斑块细胞外基质降解，改变其结构组
成，影响其稳定性，最终易使斑块破裂，再发急性血栓形成[25-28]。 
3.高密度脂蛋白抗动脉粥样硬化机制 
临床研究表明体内高密度脂蛋白胆固醇（high-density lipoprotein, HDL-C）
的水平与动脉粥样硬化和冠心病的发生和病变呈明显负性的关系，因此 HDL 被
认为是有利于冠心病预防和治疗的保护性因素[29]。HDL 通过胆固醇逆转运、抗
炎症、抗氧化以及血管内皮保护等机制发挥抗动脉粥样硬化的作用[30]。但大型
临床研究表明，增加体内 HDL-C 水平，并没有明显降低冠心病的发病率和死亡
率。最新的研究认为 HDL-C 水平的高低并不能代表 HDL 整体的功能水平，在
不同的环境下，HDL 的功能会受到影响。在体内炎症、氧化应激状态下，HDL
结构组成也会发生变化，其中血清淀粉酶 A（SAA）、补体 C3 等促炎成分显著
增加，HDL 的血管内皮保护作用丧失，反而促进动动脉粥样硬化的发生及发展[31]。
在患有 2 型糖尿病及代谢综合征的患者当中，其体内 HDL 中 LCAT、PAF-AH、
PON1 等重要功能蛋白的含量和活性也显著下降[31]。因此 HDL 是发挥抗炎、抗
动脉粥样硬化的功能还是促炎、促动脉粥样硬化特性取决于其所处的环境，体内
HDL 的功能状态可能比体内 HDL-C 水平更能预测动脉粥样硬化的发生和发展。 
载脂蛋白 A-I（apoA-I）是 HDL 中最主要的载脂蛋白和活性成分，游离的
apoA-I 具有与 HDL 相类似的抗炎症、抗凋亡以及促进内皮细胞增殖和迁移等血
管内皮保护活性[32]。研究表明 apoA-I 可以抑制 LDL 的氧化[33, 34]、抑制单核细胞
的趋化和黏附[35]、促进内皮细胞增殖、拮抗凋亡[36]等。给予 apoA-I 治疗后，可
以明显减少高脂饮食的新西兰兔子体内，被球囊拉伤后动脉内膜的厚度和炎性细
胞的含量[37]。随着动脉粥样硬化研究的不断进展，apoA-I 有望成为下一个重要
的治疗动脉粥样硬化及相关疾病的药物。早期的研究发现，给予 apoA-I 静脉给
药 5-6 周能够取得有效的治疗效果[38]，但随后的大规模临床试验研究并没有取得
理想的治疗效果[39]。完整的 apoA-I 蛋白序列全长有 243 个氨基酸残基，分子量
为 28.3KDa，由于合成困难、价格昂贵，口服会被消化和需要静脉注射给药等因
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素，限制了其作为动脉粥样硬化治疗的药物靶点的大规模临床使用和研究[39]。 
4.载脂蛋白 A-I 模拟肽的保护作用 
1985 年，Segrest、Anantharamaiah 及其同事利用 18 个氨基酸合成具有两性
螺旋结构的 apoA-I 的蛋白模拟肽（18A），虽然其与 apoA-I 并无序列同源性，但
在脂质转运、抗炎症、抗氧化及凋亡方面与 apoA-I 功能相类似，且其分子量较
小，合成工艺简单，价格便宜，有希望用于动脉粥样硬化的治疗[40]。L-4F 和 D-4F
分别是利用于左旋（L 型）和右旋（D 型）氨基酸合成的含有 4 个苯丙氨酸残基
（F）的 4F 多肽，两者结构和功能性质相似，但 D-4F 可以不被消化酶降解而经
消化道完整吸收，能够直接口服来发挥生物学效应，有利于其作为冠心病的大规
模临床治疗药物的应用[41]。 
在动物实验研究中发现，4F 多肽能改善一系列疾病如 A 型流感、硬皮病、I
和 II 型糖尿病、肥胖、高脂血症及镰刀型红细胞导致的肾炎等疾病的病理生理
过程[42-46]。4F 在 apoE-/-的小鼠体内，能够增强他汀类药物的作用，逆转动脉粥
样硬化斑块的进展[47]。同时 4F 能够抑制小鼠血管和心脏移植后的排斥反应和动
脉粥样硬化的发生与进展[48, 49]。Woo等人研究发现，在 apoE-/-Fas-/-的小鼠体内，
其 HDL 的抗炎特性减弱，具有促炎特性，而给予一定剂量的 L-4F 注射后，则可
以帮助 HDL 恢复之前的抗炎特性[50]。Watanabe 等人则发现，在高脂小鼠体内，
4F 能够通过降低其体内与 HDL 有关的血红蛋白（Hb）/结合珠蛋白（Hp）的水
平，将促炎 HDL 变为抗炎 HDL[51]，他们认为 D-4F 介导的这一改变，可能与其
降低组织炎症的特性有关。 
4.1 模拟肽 4F 具有抗炎的作用 
给予终浓度为 35μmol/L apoA-I 和 4nmol/L L-4F 共同培养人动脉血管内皮细
胞，能够明显抑制内皮细胞中 LDL 诱导产生的 MCP-1 的含量，而单独给予
35umol/L 的 apoA-I 孵育细胞，则未见到相同的效果[52]。4F 多肽和 apoA-I 都具
有与非氧化脂质如 1-棕榈酰-2-花生四烯酰-sn-甘油-3-磷酸胆碱（PAPC）结合的
能 力 。 氧 化 PAPC 能 够 生 成 一 系 列 的 氧 化 性 产 物 如 1- 棕 榈 酰 -2-
（5,6-epoxyisoproslane E2）-sn-甘油-3-磷酸胆碱（PEIPC）等，其能够引起动脉
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血管内皮细胞产生 MCP-1[52]。L-4F 结合 PEIPC 的能力比 apoA-1 更强，大约是
其五百万倍[52]。 
HDL 及 apoA-I 都可以抑制脂多糖（LPS）诱导的内皮细胞的炎症反应。研
究发现 apoA-1 模拟肽 4F 可以抑制 LPS 引起的血压和血管反应。同时 4F 能够通
过诱导产生一氧化氮合酶（NOS2）进而拮抗LPS诱导的体内血流动力学变化[53]。 
HDL、apoA-I 及 apoA-1 模拟肽 4F 均表现出抗炎症、抑制单核细胞的趋化、
黏附和抑制巨噬细胞在局部血管炎症部位的聚集作用。研究发现 4F 能够通过改
变单核细胞来源的巨噬细胞（MDMs）表面的相关受体，从而引起 MDMs 的功
能的变化，使其具有抗炎的特性[54]。 
4.2 4F 对血浆中对氧磷酶 1（PON 1）和氧化脂质的作用 
PON1 是 HDL 中重要的功能组成蛋白，与 HDL 的抗氧化能力相关。研究发
现在 ApoE−/−小鼠体内，其血浆中溶血磷脂胆碱和具有活性的氧化磷脂的水平比
普通小鼠更高，这可能促进了其自然状态下体内斑块的形成[55]。PON1 具有抑制
体内氧化脂质生成的作用，在体内高炎症状态下，其可以使生成的氧化脂质失活
[56, 57]。高脂饮食可以使 ApoE−/−小鼠体内的 PON1 活性降低，而去除 HDL 中的
氧化脂质后，其活性则得到恢复[55]。使用模拟肽能够降低体内脂质及氧化蛋白
的含量，有效维持 PON1 的活性，从而有利于 HDL 更好发挥其体内血管保护作
用[58]。 
近来研究发现给予 apoE敲除的小鼠体内静脉注射L-4F后可以有效降低其血
浆中 15-羟基二十碳四烯酸(HETF)、5-HETE、13-羟-十八碳二烯酸（HODE）及
9-HODE 的水平。静脉给予 L-4F 后，小鼠体内细胞色素 P450 途径来源的 14,15-
环氧二十碳烯酸的水平也升高了，而 20-HETE 则没有明显改变。给予野生型
C57BL/6J 小鼠静脉注射 13-过氧羟基十八碳二烯酸后，发现其血浆 13-HODE 和
9-HODE 的含量升高，同时发现 HDL 具有的抗炎能力明显降低。在动脉粥样硬
化抵抗型的 C3H/HeJ 鼠体内注射 13(S)-HPODE 后得到相似的结果。无论是动脉
粥样硬化抵抗还是易感的小鼠，通过与注射 l3(S)-HPODE 不同的方式注射 L-4F
后，其血浆中 13-HODE 及 9-HODE 水平都明显降低，HDL 的抗炎能力也得到恢
复。研究因此认为采用不同的给药方式，可能会影响 L-4F 对小鼠体内氧化脂质
水平的作用[59]。 
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体内氧化脂质代谢主要聚集于肝脏。研究显示肝脏通过表面的清道夫受体选
择性地介导吸收氧化性 HDL 和 LDL[60, 61]。糖尿病模型的老鼠体内肝脏中氧化脂
质酸的水平明显升高，给予 4F 治疗后，能够明显降低这些氧化脂质酸的水平，
同时抑制了动脉粥样硬化疾病的发生与发展[62]。 
研究发现，在体外分离糖尿病人的血清，给予 L-4F 治疗后，与健康人相比，
其血清 HDL 的抗炎能力得到明显提升[63]。同样地，在其他很多类似的动物实验
中，4F 也体现出明显改善 HDL 功能的作用。这表明模拟肽具有的降低氧化脂质
的能力，能够有效帮助改善 HDL 的功能[52]。 
4.3 ApoA-I 及模拟肽具有抗癌的作用 
有研究发现，与 CA-125 相比，apoA-I、转铁蛋白和甲状腺素运载蛋白能够
更好地预测早期卵巢癌的发生[64]。当然，对于这些指标的降低与癌症之间具体
的关系有待于进一步的研究。 
脂质的转运、炎症反应和氧化应激参与了癌症发生发展的过程。研究发现，
在卵巢癌的患者体内，其血浆中对氧磷酶活性降低、脂质氢过氧化物酶含量升高
与体内肿瘤标志物 CA-125 的含量水平之间有相关性[65]。正如之前提过的 apoA-I
模拟肽能够降低体内脂质及氧化的蛋白的含量，发挥其抗氧化、抗炎症的特性，
将卵巢癌的小鼠 ApoA-I 过表达后，其生存率明显提高，肿块大小也明显减小[66]。
在体外给予卵巢癌细胞 4F 或 5F 治疗后，其肿瘤细胞增殖能力及活性显著降低，
同时模拟肽 4F 可以使卵巢癌小鼠肿瘤的生长速度受抑[66]。 
研究报道，溶血磷脂酸（LPA）、溶血磷脂等促炎因子能促进肿瘤生长，促
进肿瘤内新生血管的形成，加快其代谢[67]。4F和 apoA-I都具有结合LPA的能力，
但 4F 结合 LPA 的能力大约是 apoA-I 的 6 倍左右[66]。体外研究表明，模拟肽 4F
能够明显降低卵巢癌小鼠体内血浆中 LPA 的水平，拮抗 LPA 刺激的卵巢癌细胞
生长，这可能是 apoA-I 模拟肽发挥抗癌作用的一个重要的机制[66]。 
Gao 等人研究发现，在体内，apoA-I 模拟肽能够抑制肿瘤形成新生血管，在
体外，则能够拮抗血管内皮细胞生长因子(VEGF)和成纤维细胞生长因子(bFGF)
诱导的 HUVECs 的增殖、迁移和成管[66]。L-5F 在体外能够有效降低 LPA 诱导的
卵巢癌肿瘤细胞的增殖和 VEGF 的产生，同时在体内则能够降低肿瘤局部组织
和血浆中 VEGF 的水平。将卵巢癌细胞系与 L-5F 共培养，能够明显减低 LPA 诱
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导的肿瘤细胞活性和 VEGF 的分泌。L-5F 也能够拮抗 VEGF 和 bFGF 介导的下
游相关受体和信号通路的激活[66]。研究者们认为模拟肽通过转运清除 LPA 等相
关的具有生物活性的脂质，同时通过改变其表面脂质的成分或结构，影响其功能，
进而发挥拮抗肿瘤血管生成的作用。 
Ganapathy 等人发现，以体内脂类过氧化物、超氧化物阴离子、蛋白羰基含
量及过氧化氢的水平作为评价抗氧化能力的标准，4F 能够抑制 ID8（一种小鼠
卵巢上皮癌细胞）肿瘤细胞的活性和增殖，促进其抗氧化的能力[68]。4F 降低 ID8
增殖的能力是通过增加 MnSOD 蛋白的生成和活性来实现的，MnSOD 蛋白是一
种抑制肿瘤的蛋白，其能够使超氧阴离子歧化为过氧化氢，进而抑制肿瘤细胞的
生长[68]。因此，apoA-I 可以作为心血管及肿瘤领域共同的药物治疗靶点。 
4.4 ApoA-I 模拟肽 4F 的人体临床试验 
Bloedon 等人研究发现，给予服用他汀的冠心病病人服用不同剂量的 D-4F，
每天分别口服 3 mg/kg 和 7.14 mg/kg 的 D-4F 的病人，其体内 HDL 的抗炎指数明
显较高，而每天分别口服 0.43mg/kg 和 1.43mg/kg 的 D-4F 的病人则并没有见到
明显的效果[69]。VanLenten 等人研究发现将 D-4F 注射使用能够获得 L-4F 同样的
效果[70]，而 Watson 等人将 0.042mg/Kg 到 1.43mg/Kg 的 L-4F 注射入服用他汀的
冠心病病人的体内，连续 7 天用药后，虽然血药浓度已经达到了实验的要求，但
HDL 的抗炎指数并没有明显的改变[71]。Navab 等人随之发现，决定 4F 使用药物
疗效的主要是 4F 的给药剂量而并非血药浓度，他们认为 Watson 等人未能取得
HDL 抗炎指数升高的结果是因为其所注射的 L-4F 的剂量并未达到 Bloedon 等人
在试验中的使用的口服 D-4F 剂量的 1/3。同时，Navab 等人报道，不管是口服还
是通过静脉注射给药，尽管两种给药方式会造成血浆中的药物浓度相差约 1000
倍，从粪便中排出的多肽的浓度和总量与所给的药物的量是一致的，这提示与给
药的途径无关，4F 多肽可能主要通过肠道发挥其重要的生理作用[72]。 
 
综上所述，目前人们对于 PCI 术中使用造影剂的危害的认识主要在于其引起
造影剂肾病，本实验试图验证造影剂同时可以引起内皮细胞氧化应激，继而促进
动脉内皮细胞的凋亡和炎症，从而可能增加 PCI 术后发生血栓及再狭窄的风险；
ApoA-I 模拟肽具有众多的血管内皮保护功能，但其保护 ECs 的具体分子机制仍
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